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(54) Verfahren und Vorrichtung zur Isolierung von RNS-Proben 



(57) Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrich- 
tung zur Isolierung von RNS-Proben aus Tieren, wobei 
in dem Probensamrnelbehalter und in dem Probenge- 
winnungsmittel Mittel zum Schutz vor RNS abbauenden 
Enzymen vorgesehen sind. Die vorliegende Erfindung 



betrifft insbesondere ein Verfahren zur Isolierung von 
RNS in biologischen Proben, wobei bereits in Neonaten 
eine Untersuchung auf RNS-Viren vorgenommen wer- 
den kann. 
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Beschreibung 

[0001 ] Die vorliegende Erf indung betrifft eine Vorrich- 
tung zur Isolierung von RNS-Proben aus Tleren ; umfas- 
send einen Probensammelbehalter sowie ein Proben- 
gewinnungsmittel, wobei sowohl in dem Probensam- 
melbehalterals auch in dem/am Probengewinnungsmit- 
tel Mittel zum Schutz vor RNS abbauenden Enzymen 
vorgesehen sind. Die vorliegende Erfindung betrifft ins- 
besondere ein Verfahren zur Isolierung von RNS aus 
biologischen Proben, sowie zur Durchmusterung von 
TierherdenApopulationen auf Krankheitserreger. 
[0002] Neugeborene Nutztiere werden gegenwartig 
zur Sicherung bzw. zum Nachweis ihrer Identitat und 
Herkunft mit von Hand beschrifteten Oder vorbedruck- 
ten Kennzeichnungen versehen (Plastikbander, Ohr- 
marken, Ringe etc.), urn Verwechslungen mit anderen, 
im gleichen Urnfeld geborenen Individuen zu vermeiden 
und die Neonaten ihren Miitlern sicherzuordnen zu kon- 
nen. Ein Problem dieser extern angebrachten Kenn- 
zeichnungen besteht jedoch darin, daBsie verloren ge- 
hen, versehentlich odersogarabsichtlich ausgetauscht 
oder auf Grund mangelnder Dokumentation nicht mehr 
richtig zugeordnet werden konnen. In diesen Fallen ist 
eine zuverlassige Rekonstruktion der Identitat des Neo- 
naten und eine Zuordnung zu einer Mutter meist nicht 
mehr moglich. 

[0003] Zur Losung dieses Problem wird in der PCT/ 
EP98/03075 eine Vorrichtungen vorgeschlagen, mit der 
gleichzeitig mit der Anbringung einer Ohrmarke eine 
DNS enthaltende, biologische Probe genommen wird ; 
die in der Folge dazu verwendet werden kann, urn bei- 
spielsweise den individualtypischen genetischen Fin- 
gerabdruck Oder eine SNP-Signatur des Individuums zu 
bestimmen. 

£0004] im Rahmen des Geburtsgeschehens und der 
in nahezu alien Landem vorgeschriebenen Markierung 
der Here konnen mit dieser Vorrichtung leicht Proben 
gewonnen und gelagert werden, die fur Untersuchun- 
gen der genetischen Situation von Neonaten eingesetzt 
werden konnen. 

[0005] Im Hinblick auf die gegenwartig auftretenden 
seuchenartigen Erkrankungen bei Nutztieren besteht 
jedoch vermehrt ein Bedarf Tierherden, oder ganze 
Tierpopulationen, im allgemeinen auf Erkrankungen zu 
untersuchen. Ein im in diesem Bereich bislang ungelo- 
stes Problem besteht jedoch darin, von Neonaten einer 
Herde bzw. auch Population Proben in ausreichender 
Qualitat und vor allem Zuverlassigkeit hinsichtlich der 
Zuordnung zu den Individuen zu gewinnen, so dass i 
auch Krankheitserreger, deren Nachweis aufgrund von 
Instability nurausserstschwierig durchzufuhren ist : er- 
fasst werden konnen, 

[0006] Ein umfassendes Neonaten-Screening wiirde 
es ermoglichen, eine Vielzahl von Erkrankungen recht- £ 
zeitig zu erkennen und damit auch konsequent thera- 
pieren oder bekampfen bzw. ProphylaxemaBnahmen 
einleiten zu konnen. 



[0007] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung be- 
steht daher darin, die bekannten Nachteile des Standes 
der Technik zu uberwinden und eine Moglichkeit bereit- 
zustellen, mit dem auch Krankheitserreger erfasst wer- 
den konnen, die aufgrund ihrer Instability nur schwer 
nachzuweisen sind. 

[0008] Diese Aufgabe wird durch eine Vorrichtung ge- 
lost, die einen Probenaufnahmebehalter und ein Pro- 
bengewinnungsmittel enthalten : wobei sowohl in dem 
Probenaufnahmebehalter als auch an oder in dem Pro- 
bengewinnungsmittei Mittel zum Schutz vor RNS-ab- 
bauenden Enzymen vorgesehen sind. 
[0009] In den Studien, die letztendlich zu der vorlie- 
genden Erfindung gefuhrt haben, wurde nun gefunden, 
dass es offensichtlich nicht ausreicht, bei einer ge- 
wunschten Isolierung von RNA aus einem Individuum 
mit den herkdmmlich verwendeten Vorrichtungen ledig- 
lich ein Mittel zum Schutz vor RNS-abbauenden Enzy- 
men in dem zur Aufbewahrung der Probe bereitgestell- 
ten Behalter vorzusehen. VielmehrmuB sofort bei Kon- 
takt des Probengewinnungsmittels mit der biologischen 
Probe sichergestellt werden, dass RNS-abbauende En- 
zyme keine Aktivitatentfalten konnen, so dass die RNS- 
haltige Proben auch nach langerer Lagerung noch fur 
Untersuchungen geeignet sind. ErfindungsgemaB wird 
daher auch das Probengewinnungsmittel mit einer der- 
artigen Substanz versehen, so dass auch wahrend der 
kurzen Zeit, wahrend der das Probengewinnungsmittel 
beim Gewinnen der Probe in den Probenbehalter ein- 
gefuhrt wird, sichergestellt ist, dass kein wesentlicher 
Abbau von RNS stattfindet. Eine derartige Vorgehens- 
weise stellt zudem sicher dass die RNS auch bei lan- 
gerer Lagerung in dem Behalter stabil bleibt und keinem 
Abbau unterworfen wird. 
35 [0010] Der Probenaufnahmebehalter und das Pro- 
bengewinnungsmittel konnen de facto jede geeignete 
Form annehmen, mit dem eine biologische Probe ge- 
wonnen und gelagert werden kann. 
[0011] GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
*o sind der Probenbehalter und das Probengewinnungs- 
mittel wie in der PCT/EP/98/03075 beschrieben ausge- 
staltet, die hier zur weiteren Eriauterung der als Typi- 
Fix®Ohrmarken bezeichneten Vorrichtung zur Gewin- 
nung von biologischen Proben unter Bezugnahme mit- 
f 5 aufgenommen wird. Die Typi-Fix(E)Ohrmarken konnen 
beispielsweise mit jedem bekannten RNAse-lnhibitor, 
wie beispielsweise Trizol oder RNAIaler™ (Fa. AMS 
Biotechnologie GmbH, Deutschland, Wiesbaden) be- 
fullt oder beschichtet sein, die in den Probensammelbe- 
o halter und auf bzw. in das Probengewinnungsmittel ein- 
gebracht werden. Urn sicherzustellen, dass daBsich die 
Fliissigkeit in dem Probensammelbehalter immer am 
Boden des Sammelbehalters befindet und dadurch mit 
der spater gewonnenen Gewebeprobe zuverlassig in 
5 Kontakt kommt kann das Mittel vor RNS-abbauenden 
Enzymen beispielsweise durch eine in dem Behalter in 
Bodennahe vorgesehene Membran am Boden gehalten 
werden oder in dem Behalter kann ein Trager fur das 
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Mittel vorgesehen werden, beispielsweise ein poroser 
Trager, wie ein Schwammchen, das ggf. In seiner Form 
der Form des Probensammelbehalters angepasst ist. 
[0012] Urn das Probengewinnungsmittel mit dem Mit- 
tel zum Schutz vor RNA-abbauenden Enzymen zu ver- 5 
sehen, kann dieses beispielsweise mit dem entspre- 
chenden Mittel beschichtet werden. Altemativ kann, 
wenn beispielsweise das Probengewinnungsmittel die 
Form einer Hohlspitze aufweist, die Sp.itze mit dem Mit- 
tel gefullt und mit einem geeigneten Mittel, wie einer io 
Membran verschlossen werden. Dies kann beispiels- 
weise durch UltraschallverschweiBung einer abdecken- 
den Membran mit dem kegelformigen Kopf des Dorns 
erfolgen Oder auf andere geeignete Weise durch Zukle- 
ben etc. erreicht werden. Die derart praparierten Ohr- '5 
marken sind iiber Monate hinweg lagerbar, ohne daB 
das Konservierungsmittel seine Funktion einbuBt. 
[0013] Der Vorteil der Beschickung sowohl der Hohl- 
spitze des Dorns der mannlichen Ohrmarke und des 
diese Spitze aufnehmenden Probensammelbehalters 20 
besteht darin, daB die Gewebeprobe dadurch beim Aus- 
stanzen bereits von beiden Seiten mit der Konservie- 
rungsflussigkeit in direkten Kontakt kommt und dadurch 
nicht nur von Flussigkeit benetzt, sondern von der Flus- 
sigkeit schnell duchdrungen und durchweicht wird. 25 
Durch dieses Vorgehen wird somit erreicht, daB die 
RNAsen umgehend inhibiert und die RNS in den Gewe- 
beproben geschutzt und in einem AusmaB erhalten 
wird, so dass auch nach langerer Lagerung ein Nach- 
weis. bestimmter Transkripte in dem RNS-Pool noch 30 
moglich ist. 

[0014] GemaB einer Ausfuhrungsform der Erfindung 
wird auch ein Verfahren zur Gewinnung von RNS-halti- 
gen biologischen Proben bereitgestellt, bei dem die vor- 
stehend beschriebene Vorrichtung zum Einsatz kommt. 35 
Das Verfahren eignet sich insbesondere zur Durchmu- 
sterung von Tierherden oder ganzen Tierpopulationen 
auf Krankhietserreger, wie RNS-Viren. 
[0015] Mit Hilfe des hier entwickelten Verfahrens und 
den fur die RNS-Gewinnung modifizierten Gewebeent- 40 
nahme-Ohrmarken ist es dann beispielsweise moglich, 
SanierungsprogrammefurViruserkrankungen durchzu- 
fuhren, bei denen die Neonaten bereits das RNS-Virus 
enthalten. Durch Analyse der gewonnenen Gewebe/ 
RNS-Proben konnen alle Virustrager identifiziert und *s 
aus der Herde entfernt werden. Dadurch wurde die In- 
fektionsketle unterbrochen und der Besland saniert 
werden. 

[0016] GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
liefert die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum so 
Nachweis von BVD bei Tieren. Dazu ist es notwendig, 
daB die das RNS-Virus enthaltende Probe innerhalb der 
ersten Lebenstage gewonnen wird, insbesondere bevor 
eventuell mit der Kolostralmilch aufgenommen Antikor- 
per der Mutter wirken. Kolostrale Antikorper kon nen den 55 
Virusnachweis etwa vom 3. Lebenstag bis zum Ende 
des 3. Lebensmonats derart beeintrachtigen , so daB ein 
negativer Bef und in diesem Zeitraum nicht aussagekraf- 



tig ist und eine "diagnostische Lucke" besteht. Die vor- 
liegende Erfindung ermoglicht daher erstmalig eine Un- 
tersuchung von Neonaten auf diese Erkrankung, so 
dass die bis dato bestehende "Lucke" geschlossen wer- 
den kann. 

[0017] GemaB Viehverkehrverordnung und EU-Richt- 
linie mussen alle in der EU geborenen Kalber innerhalb 
der ersten Lebenswoche mit zwei Ohrmarken gekenn- 
zeichnet werden. Wenn diese Kennzeichnung bereits 
zeitnah nach derGeburt durchgefuhrt wird und Ohrmar- 
ken verwendet werden, die die RNS in der Stanzprobe 
aus dem Ohr konservieren, kann von alien Kalbern einer 
Population Untersuchungsmaterial gewonnen werden, 
mit dem eine Virusdiagnostik moglich ist. 
[0018] Altemativ und erganzend konnen mit Proben- 
sammelbehaltem aus dem Geburtsprobenentnahme- 
set auch Blutproben aus der Nabelschnur, Gewebepro- 
ben vom Nabelstrang und Plazentateilen, Schieimhaut- 
tupferproben etc. durch die bei derGeburt anwesenden 
Personen problemlos gewonnen werden. Derentschei- 
dende Vorteil dabei ist, daB alle diese Probensammel- 
behalter und damit alle gewonnenen Proben durch die 
einheitliche und identische Kennzeichnung des Tieres 
mittels Ohrmarke und der Behalter mittels aufgedruck- 
ter Identifikation zweifels- und verwechslungsfrei ge-. 
wonnen und im Labor mit minimalem Aufwand die Iden- 
titatfehlerfrei (beispielsweise Identifikation mit Barcode- 
leser) werterverarbeitet werden konnen. 
[001 9] Dadurch ist es moglich , auch alle persistent in- 
fizierten Tiere, die die Infektion in den Herden immer 
wieder anfachen konnten, zu entdecken. Entfernt man 
diese Tiere und ihre Mutter, kommt es zu keiner erneu- 
ten Re-lnfektionen und nach 1 bis 3 Jahren sollten die 
einzelnen Herden und letztendlich dann auch die ganze 
Population von den entsprechenden Virustragern be- 
freit und saniert sein. Dies ware volkswirtschaftlich fur 
die Rinderzucht sehr wichtig. Nach Informationen der 
Bayerischen Landestierarztekammer ist BVD/MD in 
Bayern diejenige bovine Infektionskrankheit, die die 
groBten wirtschaftlichen Verluste verursacht. Es gibt 
Modellrechnungen, die den Schaden, der durch BVD/ 
MD entsteht mit 50 bis 1 00 DM pro Geburt kalkulieren. 
Daraus resultiert beispielsweise fur die bayerische Rin- 
depopulation mit geschatzten 1 ,5 Millionen Geburten 
pro Jahr ein Schaden von etwa 100 Millionen DM. Ne- 
ben den wirtschaf Itichen Aspekten ware eine Sanieru ng 
unserer Rinderbestande von BVD/MD Infeklionen auch 
im Sinne des Tierschutzes eine hochst anstrebenswerte 
Situation, weil damit den ansonsten erkrankten und an 
der Erkrankung verendeten Tieren viel Leid, Schmerzen 
und Schaden erspart werden konnen. 
[0020] Auch andere Viren, die diaplazentar, intraute- 
rin oder auf anderem Weg bereits vor, wahrend oderun- 
mittelbar nach der Geburt auf Neonaten ubertragen 
werden konnen, konnen mit den in den Probesammel- 
behaltern gewonnenen und konservierten Proben un- 
tersucht werden. Es gilt dies insbesondere auch fur an- 
dere RNS-Viren, beispielsweise PRRS (Porcine Repro- 
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ductive and Respiratory Syndrom), TGE (Transmissible 
Gastro Enteritis) etc.. 

[0021 ] Hinsichtlich der zu untersuchenden Individuen 
kommen alle Saugetiere in Betracht, fur bestimmte Vor- 
richtungen und Untersuchungen auch Menschen, und 
aufgrund des wirtschaftlichen Interesses insbesondere 
Nutztiere, wie allgemein Ungulaten, beispielsweise Rin- 
der, Schafe, Schweine, Pferde usw. im Vordergrundste- 
hen. 

[0022] Zur Durchfuhrung des Verfahrens kann insbe- 
sondere ein Set von Probeentnahmevorrichtungen fur 
verschiedenartige, im Rahmen des Geburtgeschehens 
leicht zu gewinnende Proben vorgesehen werden. Die- 
se Proben konnen asserviert und auGerdem auch in ge- 
eigneter Weise fur eine spatere Bearbeitung oder Lang- 
zeitlagerung konserviert werden, Zur Vermeidung von 
Verwechslungen oder Vertauschungen sind die einzel- 
nen Teile des Probenentnahmesets bis unrnittelbar vor 
dem Gebrauch miteinander verbunden und verpackl. 
Sie werden erst bei der Benutzung (an ggf. vorhande- 
nen Sollbruchstellen) voneinander getrennt. Alle Teile 
sind in unverwechselbarer Weise und dauerhaft vorge- 
kennzeichnet (beispielsweise durch Laserbeschriftung) 
und alle Teile tragen sowohl diesselbe Analognummer 
zur visuellen Identifizierung als auch einen dazugehori- 
gen Barcode, 2D-Code oder andere maschinenlesbare 
Kennzeichnungen (beispielsweise Find the Dot™). 
[0023] Die Nummer des Probenentnahmesets wird 
der Identitatsnummer der Mutter zugeordnet und uber 
die Probe von der Mutter auch genetisch mit ihr ver- 
knupft. 

[0024] Ein Probenentnahme-Set ist zusammenge- 
setzt aus gekennzeichneten Probensammelbehalte- 
rund Kennzeichnungskomponenten. 
[0025] Probensammelbehaiter: 
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Probensammelbehaiter mit Konservierungsmittel 
fur Gewebeproben zur Isolation von DNS 
Probensammelbehaiter mit speziellem Konservie- 
rungsmittel (beispielsweise Trizol, RNAIater etc.) 40 
fur Gewebeproben zur Isolation von RNS 
Probensammelbehaiter mit Antibiotika- und Anti- 
mykotika-haltiger Zellkulturlosung zur Aufbewah- 
rung von vitaien Zellen aus Gewebeproben von Tie- 
ren fur die Zellanalyse (beispielsweise Viren) und 45 
-klonierung 

Probensammelbehaiter fur Blutstammzellen aus 
der Nabelschnur mit geeignetem Stabilisierungs- 
mitteln zur Vorbereitung auf die Tiefgefrierkonser- 
vierung solcher Zellen als Stammzellquelle so 
Probensammelbehaiter fur Blut, das aus der Nabel- 
schnur ausgestreift wird 

Probensammelbehaiter fur Proben, die aus Teilen 
der maternalen oder fetalen Plazenta gewonnen 
werden 55 

Probensammelbehaiter fur Teile der Nabelschnur, 
die bei der Geburt abgetrennt werden 
Probensammelbehaiter mit Konservierungsmittel 



fur Blut, das durch Punktion von BlutgefaBen ge- 
wonnen wird 

• Probensammelbehaiter fur Tupferproben. die aus 
Schleimhaut- oder Hautabstrichen oder Sekreten 
(Nase, Mund, Auge, Ohr, Genitalien etc.) gewon- 
nen werden 

• Probensammelbehaiter fur Kot (Mekonium) oder 
Urinproben, die vom Neonaten gewonnen werden 

• ProbensammelbehalterfurHaaremit Haarwurzeln, 
die durch Auskammen oder Ausreissen gewonnen 
werden 

• Probensammelbehaiter fur geeignete, DNS enthal- 
tende Referenzproben, die von der Mutter (Spei- 
chel-, Schleimhaut-, Blut-, Haar-, Gewebeprobe 
etc.) gewonnen werden 

und Alternativ, wenn mogiich/gewunscht 

• Probensammelbehaiter fur eine (DNS-haltige) Pro- 
be vom Vater (soweit dieser vorhanden oder greif- 
bar ist) des Neonaten zur Abstammungsuberpru- 
fung 

Probensammelbehaiter fur eine DNS-haltige Probe 
von den genetischen Eltern des Neonaten zur Ab- 
stammungsuberprufung in Embryo/Gametentrans- 
ferprogrammen 

[0026] Kennzeichnungskomponenten: 

• Aufklebetiketten mit der Identitatsnummer, die ab- 
gezogen werden und zur Kennzeichnung von 
Transportverpackungen , Dokumenten , weiteren 
SammelgefaBen etc. oder des Individuums verwen- 
det werden konnen 

• Dokumentationsblatter mit Identitatsnummer, in die 
alle relevanten Daten des Geburtsgeschehens ein- 
getragen werden und damit eindeutig dem Neona- 
ten zugeordnet werden 

und 

• Plastikbander, die die Kennzeichnung tragen und 
so gestaltet sind, daB sie nach einmaligem Schlie- 
Ben nicht mehr geoffnet werden konnen, ohne sie 
dabei zu zerstoren; oder 

> Metallmarken, Ringe o.a. die in die Haut eingezo- 
gen werden konnen; oder 

Ohrmarken, die in ein oderbeide Ohren eingezogen 
werden; oder 

andere Kennzeichnungssysteme wie beispielswei- 
se elektronische Chips (RFID), Boli, Transponder 
oder sonstige Vorrichtungen, die mit der Identitats- 
nummer versehen werden konnen; 
oder 

Referenzkomponente mit Identifikationsnummer 
des Neonaten als Ruckstcllbeleg fur die Mutter oder 
den Besitzer des Tteres 



[0027] Furspezielle Anwendungen kann das Set ent- 
sprechend erweitert oder eingeschrankt werden. Jeder 
Anwender kann definieren, welche Probensammelbe- 
haiter und Kennzeichnungssysteme im Set enthalten 
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sein sollen. Die einmalige Identifikationsnummer des 
Neonaten kann mit etwaigen vorhandenen Daten- Oder 
Patientendokumentationssytemen elektronisch ver- 
knupft bzw. dort eingespeichert werden. 
[0028] Die Probensammelbehalter sind derart gestal- 5 
tet, daB die Proben einfach und grundsatzlich auch von 
medizinisch nichtgeschulten Personen gewonnen wer- 
den konnen. Eine Ausnahme stellt lediglich die - fakul- 
tative - Gewinnung von Blutproben aus derPunktion von 
GefaSen dar Diese wiederum ist nur dann unerlaBlich, 10 
wenn Serumparameter oder sonstige Blutwerte be- 
stimmt werden sollen. Dieser Vorgang obliegt aberoh- 
nehin der (tier)-medizinischen Betreuung von Neonaten 
und wird vom Probenentnahmeset her insoweit unter- 
stutzt, als entsprechend vorgekennzeichnete Proben- *5 
sammelbehalter bereitgehalten werden. 
[0029] Aus alien konservierten Proben kann bei der 
Aufarbeitung bzw. Untersuchung in Zweifelsfallen oder 
regelmaBig zusatzlich DNS isoliert und darnit die Iden- 
titat der Proben herkunft gesichert und uberpriift wer- 20 
den. So kann sichergestellt werden, daB die einzelnen 
Proben bei der Untersuchung tatsachlich auch den rich- 
tigen Neonaten zugeordnet werden. 
[0030] Weiterhin kann durch Vergleich der DNS von 
Neonatem und Mutter sichergestellt werden, daB der 25 
Neon at tatsachlich auch von der beprobten Mutter 
stammt und nicht verwechselt worden ist. Selbst bei Si- 
tuationen, wie sie aus Embryotransfer resultieren, wo 
also die genetische Mutter nicht die gebarende Mutter 
des Neonaten ist, kann durch die DNS-Analyse aus so 
planzentarem maternalen und fetalen Gewebe eine 
zweifelsfreie Verknupfung hergestellt und fixiert wer- 
den. 

[0031] Liegt eine DNS enthaltende Probe vom Vater 
vor oder kann sie gewonnen werden, ist eine zweifels- 35 
freie Abstammungssicherung von beiden Eltern sehr 
einfach und kostengtinstig moglich. 
[0032] Die vorliegende Erfindung kann gleichermas- 
sen zur Gewinnung vitaler Zellen von einem Individuum 
genutzt werden. Dabei werden in dem Probenaufnah- 40 
mebehalter und in dem Probengewinnungsmittel, vor- 
zugsweise der Hohlspitze der Dornplatte, ein Zellkultur- 
medium bereitgestelit, vorzugsweise in der Art und Wei- 
se wie das Mittel zur Inhibierung von RNAsen, so dass 
bei Gewinnung der Probe das biologische Material so- 
fort mit einem Medium in Kontakt tritt, in dem es seine 
Vital ital erhalten kann. 

[0033] Das Medium enthalt vorzugsweise Antibotika 
und/oder Antimykotika, so dass eine Kontaminierung 
der Kultur vermieden wird. Gleichermassen kann das so 
Medium bereits Mittel enthalten, die ein Einfrieren der 
Zellen mit Erhalt ihrer Lebensfahigkeit ermoglichen, wie 
beispielsweise Glycerol oder DMSO. 
[0034] Auf diese Art und Weise ist es nicht nur mog- . 
lien Zellen vital zu erhalten und aufzubewahren und die- 55 
se Zellen auch ggf. nach langerer Lagerung noch fur 
weitere Experimente, wie Klonierungen zu verwenden. 
Vielmehr werden auch alle vorhandenen Antigene, sei 



es die von Krankheitserregern oderendogene Antigene 
in ihrer Struktur erhalten und konnen nach Wunsch mit 
den entsprechenden Mitteln nachgewiesen werden. 
[0035] Die in den Probenaufnahmebehaltern aufbe- 
wahrten Gewebeproben konnen jederzeit in Kultur ge- 
nommen werden und den gewunschten Untersuchun- 
gen, beispielsweise einer Virusdiagnostik mittels 
FACS -Analyse unterzogen werden. Die Gewebeprobe 
kann zur besseren Bearbeitung mittels Kollagenasen 
oder anderen Enzymen behandelt, um die Gewebe- 
struktur aufzulosen und die Zellen zu vereinzeln. 

Beispiel 1 

♦ 

[0036] Gewinnung und Untersuchung von RNS aus 
Hautstanzproben oder anderen mit dem Probensam- 
melset gewonnenen RNS-haltigen Proben 
Eradikation von BVD/MD (Bovine Virus Diarrhoe/Muco- 
sal Disease) 

[0037] Von Neonaten Kalbern wurden innerhalb der 
ersten Lebenstage mittels Trizol- und RNAIater-Typi- 
Fix<©Ohrmarken Gewebe- und Sekretproben gewon- 
nen. Die befullten Probensammelbehalter mit der in das 
Konservierungsmittel eingebrachten Gewebeprobe 
wurden vor der Analyse bis zu 6 Wochen gelagert. 
[0038] Zur RNS Extraktion wurden die Gewebepro- 
ben aus den Probensammelbehaltern herausgeholt. 

1 . Bearbeitung mit klassischen Methoden 

RNS-lsolation 

[0039] 

Zugabe von 100 u.l Chloroform, >15 s Vortex, 2-3 
min RT 

15 min 10.000g, 4°C zentrifugieren 

obere wassrige Phase abnehmen und in 0,25 ml 

Isopropanol aufnehmen 

10 min RT, dann 10 min bei 10.000 g, 4°C abzen- 
trifugieren, 

Dberstand abkippen, mit 0,5 ml 75% Ethanol wa- 
schen, 

5 min bei 7500 g zentrifugieren, 

Dberstand abkippen und auf Eis often trocknen 

Reverse Transkription (RT) und Potymerase-Kettenre- 
aktion (PCR) 

[0040] Die aus den in RNAIater™ Ohrstanzen mit pe- 
qGOLD Trifast isolierte BVDV-RNS wurde mittels re- 
verser Transkriptase in kornplementare DNS (cDNS) 
umgeschrieben und im gleichen Ansatz in einer Poly- 
merase-Kettenreaktion (one tube-RT-PCR) amplifiziert 
(Pfeffer et al. Vet Res Commun. 24 (7) (2000 Nov), 
491-503; Kuhne S., Diss. med. vet. Munchen). 
[0041] 1 Dis5n.lRNS(1-3ugGesamt-RNS)undje20 
bis 100 pmol forward- und reverse- Primer (primer 324 
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and 326, Vilczek et al. Arch. Virol. 136:309-323) wurden 
in ein 0,2 ml ReaktionsgefaB uberfuhrt und mlt Diethyl- 
pyrocarbonat- (DEPC-) behandeltem Wasser auf eln 
Volumen von 20 uJ gebracht.Zu diesemAnsatz I wurden 
80 uJ Ansatz II plpettiert, der sich aus folgenden Kom- 
ponenten zusammensetzte: 

0,5 u.1 Reverse Transkriptase (RAV-2, 20 U/uJ; 
Amersham Pharmacia Biotech) 
0,5 uJ Taq-Polymerase (AmpliTaq DNS Polymera- 
se, 5 U/jj.1; Perkin-Elmer Biosystems) 
0,5 uJ Taq-Extender PCR Additiv (5 U/uJ; Stratage- 
ne) 

2,0 uJ Nukleotidmix(dNTP-Mix:je 10u/nol/ml dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP; MB I Fermentas) 

0,5 |xl Dithiothreitol (DTT, 100 mM; Roche) 

0,5 uJ RNAse-lnhibitor(RNSsin, 40 U/uJ; Promega) 

10,0 uJ Reaktionspuffer (10x Taq-Extender-Puffer; 

Perkin-Elmer Biosystems) 

[0042] Das Reaktionsvolumen wurde mit DEPC-be- 
handeltem Wasser auf 80 uJ aufgefullt. Alle Arbeits- 
schritte fanden auf Eis statt. Die ReaktionsgefaBe wer- 
den kurz goschtittelt und in einem Thermocycler Model 
2400 (Perkin-Elmer Biosystems) nach folgendem Am- 
plifikationsprogramm inkubiert: 



2. Bearbeitung mit eigenen Verfahren 
Nachweis von BVDV in Typifix-Gewebeproben 

5 [0046] Der Nachweis des BVDV in tierischem Gewe- 
be wurde mit Hilfe einer RT-PCR gefuhrt. Zunachst wur- 
de aus den Proben die RNS gereinigt. Hierzu wurden 
Magnetpartikel mit einer Silica-Oberflache verwendet. 
Ein spezifisches Fragment der viralen RNS wurde an- 
10 schlieBend in zwei getrennten enzymatischen Reaktio- 
nen durch reverse Transkriptase in cDNA transkribiert 
und durch Polymerase-Kettenreaktion exponentiell ver- 
vielfaltigt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines ELI- 
SA-artigen Verfahrens, bei dem die spezifischen Ampli- 
fy fikate direkt in den PCR-GefaBen durch eine Biotin- 
Streptavidin-Erkennungsreaktion mit einem Enzymkon- 
jugat und eine darauf folgende Enzymreaktion nachge- 
wiesen wurden. Bei der Enzymreaktion wurde ein Sub- 
slrat in ein farbiges Produkt umgeselzl. Die optische 
20 Dichte wurde dann in einem herkommlichen ELISA-Rea- 
der gemessen. 

• Reinigung von GesamtRNS aus Typifix- Proben 



• Reverse Transkription 

[0043] Die Reverse Transkription erfolgte bei 50°C fiir 
60 min., die Denaturierung und Trennung der Nuklein- 
saurestrange erforderte Temperaturen von 94°C fiir 30 
s.. Bei 55 °C lagerten sich die Primer an die Sense- oder 
Antisense-Strange an (Annealing); die DNS-Synthese 
(Elongation) fand bei 72 °C (10min.) 

• PCR Zyklen 

35 Zyklen, 30s bei 94°C, 2 min bei 55°C und 7 min bei 
72°C 

Termination: 20 min bei 72°C : Lagerung bei 4°C. 
[0044] Nach der Amplifikation wurden 10 \i\ des Re- 
aktionsgemisches mit 5 uJ BSE-Puffer auf ein 1%-iges 
Agarosegel aufgetragen und bei 120 Volt in TAE-Puffer 
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde anschlie- 
Bend 15 min in einem Ethidiumbrornidbad gefarbt und 
unter ultraviolettem Licht (UV) mit einer Wellenlange 
von 1 = 301 nm ausgewertet. Die DNS-Banden wurden 
qualitativ mit dem Langenstandard (1 kb DNS Ladder, 
New England BioLabs) verglichen und die Mengen ab- 
geschatzt. 

[0045] In gleicher Weise wie beschrieben wurde auch 
aus konservierten Schleimhaut- und Sekretproben und 
aus Nabelschnurgewebeproben (TFS-Gewbeentnah- 
mesystem) RNS isoliert und das BVD Virus nachgewie- 
sen werden. 



25 [0047] Die Gewebe-Proben wurden in RNS-later kon- 
serviert. Zum AufschluB wurden die Proben in 1 ,5 ml 
ReaktionsgefaBe mit SchraubverschiuB uberfuhrt. In 
den ReaktionsgefaBen befanden sich Glaskugeln fur 
den AufschluB des Gewebes. 
30 [0048] Zu den Proben wurden je 100 u.l eines ge- 
brauchsfertigen Lysepuffers A pipettiert. Die Gefa3e 
wurden test verschlossen und in die Halterung einer 
Schwingmuhle (RETSCH) eingespannt. Der AufschluB 
des Gewebes erfolgte anschlieBend mit Hilfe der Glas- 
35 kugeln fur 4 min. bei einer Frequenz von 30 sec-1 in der 
Schwingmuhle. Die ReaktionsgefaBe wurden anschlie- 
Bend kurz bei 5000 x g zentrifugiert. Danach wurden 
900 uJ Lysepuffer B zugegeben und die Lysate durch 
Invertieren der ReaktionsgefaBe gemischt. Der Ober- 
*o stand uber den Glaskugeln, dieschnellabsetzen, wurde 
mit einer Pipette abgenommen und in vorbereitete Re- 
aktionsgefaBe, die Magnetpartikel enthalten, uberfuhrt. 
Die Magnetpartikel wurden durch grundliches Vortexen 
im Lysismix resuspendiert. Urn die RNS an die Magnet- 
45 partikel zu binden, wurden die ReaktionsgefaBe an- 
schlieBend 2 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Zur 
Immobilisierung der Magnetpartikel wurden die Reakti- 
onsgefaBe danach in einen Magnetstandergestellt. Der 
Uberstand wurde abgenommen und verworf en. Die Re- 
50 aktionsgefaBe wurden dann vom Magneten entfernt 
und in jedes GefaB 500 uJ eiskaltes, 70%iges Ethanol 
pipettiert. Die Magnetpartikel wurden durch Vortexen 
gewaschen und dann erneut im Magnetstander immo- 
bilisiert. Die ethanolhaltige Waschlosung wurde voll- 
55 standig abgenommen und verworfen. Urn Ethanolreste 
zu entfernen, wurden die ReaktionsgefaBe aus dem 
Magnetstander genommen und geoffnet fur 5 min. bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurden die 



11 



EP 1 300 465 A1 



12 



Magnetpartikel in 60 ul RNAse-freiem Reinstwasser re- 
suspendiert (durch kurzes Vortexen) und die RNS durch 
Inkubation fur 2 min. bei 65°C in einem Thermoschuttler 
(Schuttelfrequenz 400 rpm) abgelost. Die Reaktionsge- 
faBe wurden anschlieBend fur 2 min. auf Eis gekiihlt. 5 
Die Magnetpartikel wurden nun erneut im Magnetstan- 
der immobilisiert, der RNS-haltige Uberstand abgenom- 
men und in saubere ReaktionsgefaBe uberfuhrt. Wah- 
rend des Ansetzens der cDNA-Synthesereaktionen 
wurde die gereinigte RNS auf Eis gekiihlt. 10 

• cDNA-Synthese durch reverse Transkription 

[0049] Die cDNA-Synthese erfolgte durch reverse 
Transkription mit M MLV Reverse Transkriptase (RNAse is 
H minus). Als Primer wurde ein BVDV-spezifisches Oli- 
gonukleotid (BVDV 326) verwendet. 
[0050] Zur Hybridisierung der Virus-RNS mit dem Pri- 
mer wurden je 5 \l\ der gereiniglen gesamtRNS-Prapa- 
rate aus den Gewebeproben mit 2 p.l Primer (10 pmol/ 20 

und 5 \i\ Reinstwasser in dunnwandigen 0,2 ml Re- 
aktionsgefaBen gemischt. Die Gemische wurden an- 
schlieBend in einem PCR-Cycler-Block fur 10 min. bei 
70°C inkubiert und danach schnell auf 10°C gekuhlt. 
Wahrend der Inkubation wurde ein Enzym-Puffer-Ge- 25 
misch mit folgender Zusammensetzung vorbereitet: 

4 |il RT-Puffer 5x konzentriert 
1 \x\ dNTP-Gemisch (10 mM jedes der 4 Deoxynu- 
kleosidtriphosphate) 30 
0,4 uJ Enzymgemisch (bestehend aus 25 u/uJ re- 
verse Transkriptase und 10u/uJ RNSsin) 
2,6 uJ Reinstwasser 

[0051] Das Gemisch wird in Abhangigkeit von der 35 
Probenzahl mehrfach angesetzt. 
[0052] Zu den gekuhlten RNS-Primer-Gernischen 
(siehe oben) wurden 8 u.l des vorbereiteten Gemisches 
pipettiert und kurz durch Vortexen vermischt. Anschlie- 
Benderfolgte die cDNA-Synthese fur 30 min. bei 37°C *o 
in einem PCR-Cycler-Block. Nach der Synthese wurde 
die reverse Transkriptase durch Hitze inaktiviert (5 min. 
bei 75°C). Im AnschluB wurde die cDNA unmittelbar auf 
Eis gekuhlt und in einer PCR eingesetzt. Alternativ dazu 
konnen die cDNA-Proben bei -20 °C eingefroren und *s 
spater weiter verarbeitet werden. 

♦ Amplifikation eines spezifischen Fragments des 
BVDV-Genoms durch PCR und Auswertung 

50 

[0053] Von den cDNA-Praparaten wurde mit den ge- 
nannten Primern ein Fragment des BVDV-Genoms in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt. In 
einer 96-well Platte, die aus 12 Streifen mit je 8 Reakti- 
onshohiungen zusammengesetzt war, wurde ein soge- 55 
nannter PCR-Pramix pipettiert. Der Pramix bestand aus 
2 Komponenten - dem PCR-Puffermix und dem PCR-En- 
zymmix. In den Gemischen waren Kit-artig alle Bestand- 



teile fur die PCR in einer an das Detektionsverfahren 
angepassten Form enthalten. An der Plastikoberflache 
der Reaktionshohiungen waren fur den Nachweis des 
BVD-Virus spezifische Oligonukleotide kovalent gebun- 
den. Sie wurden bei der Detektion als "Fanger" fur 
BVDV-spezifische Amplifikate genutzt. 
[0054] Entsprechend der Anzahl der zu analysieren- 
den Proben einschlieBlich der zugehorigen Kontrollen 
wurde der Pramix mehrfach angesetzt. In einem 2 ml 
ReaktionsgefaB wurden je Probe 19,91 uJ PCR-Puffer- 
Mix und 0,09 u.l PCR-Enzymmix gemischt. Anschlie- 
Bend wurden je 20 \i\ des Pramix mit Hilfe einer Dispen- 
ser-Pipette auf die Reaktionshohiungen der 8-er Strei- 
fen verteilt. Danach wurden je 2 u.l der cDNA-Proben 
(siehe oben) in die Kavitaten pipettiert. 
[0055] Die Platte wurde mit Nunc-Sealing-Tape dicht 
verschlossen und in den 96-er Block eines PCR-Cyclers 
(PE Biosystems, PCR System 9700) mit beheizbarem 
Deckel geslelll. Ein Programm mit folgenden Parame- 
tern wurde gestartet: 

1. 94°C -5 min. 

2. 94°C - 30 sec. 

3. 50°C - 30 sec. 

4. 72°C - 30 sec. 35 Zyklen der Schritte 2-4 

5. 72°C -2min. 

6. 94°C - 3 min. 

7. 56°C-5 min. 

[0056] Nach Beendigung des Programms wurden die 
Reaktionshohiungen der Streifen in einem ELISA-Was- 
her 5-fach mit Waschpuffer (Bestandteil des Kits) gewa- 
schen. Reste des Waschpuffers wurden durch "Aus- 
klopfen" auf Filterpapier entfernt. Mit Hilfe einer Multika- 
nal-Pipette wurden anschlieBend in jede Kavitat 50 u,l 
eines gebrauchsfertigen Streptavidin-Peroxidase-Kon- 
jugats pipettiert und 15 min bei Raumtemperatur inku- 
biert. Danach wurde nicht gebundenes Konjugat durch 
5-faches Waschen mit Waschpuffer entfernt. Nach er- 
neutem "Ausklopf en" auf Filterpapier wurden in jede Ka- 
vitat 25 uJ einer Substratlosung (TMB) pipettiert und 15 
min. im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Das 
Substrat (TMB) wurde durch Peroxidase in ein blau ge- 
farbtes Produkt umgesetzt. Die optische Dichte der blau 
gefarbten Losung in den Kavitaten wurde in einem ELi- 
SA-Reader bei einer Wellenlange von 650nm photome- 
trisch gemessen. 

[0057] Anhand der Messergebnisse fur die Negativ- 
Kontrollen wurde statistisch ein Schwellenwert berech- 
net. Lagen die Messwerte fur die Proben uber dem 
Schwellenwert so war BVDV vorhanden gewesen. 
Durch entsprechende Positiv-Kontrollen wurde die Effi- 
zienz der RNS-Reinigung, cDNA-Synthese und PCR 
angezeigt. 

Auswertung 

[0058] Bei alien Proben von persistent infizierten BVD 
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Kalbern konnte das BVD Virus nachgewiesen werden. 
Ein Unterschied 2wischen einer Konservierung mit Tri- 
zol und dem weniger toxischen und weniger leicht fluch- 
tigen RNAIater war nicht festzustellen. 
[0059] Es waren alle derzeit bekannten BVD Genoty- 
pen nachweisbar. Der Nachweis war nicht nur in Gewe- 
beproben moglich, die innerhalb weniger Tage nach der 
Gewinnung untersucht wurden, sondern auch in den 
Proben moglich, die mit dem RNAIater TFS Probenent- 
nahmesystem gewonnen und mehrere Wochen und 
Monate bei Raumtemperatur gelagert worden waren. 
[0060] In alien Fallen war die Bande, die bei der Ana- 
lyse der Gewebeprobe detektiert wurde, genauso aus- 
sagefahig wie die Banden der mitgefuhrten Positiv-Kon- 
trollen aus Leukozyten- Pellet von Blutproben der Kal- 
ber. Die Sensitivitat und Spezifitat der BVD Diagnosen 
aus den Gewebeproben erlaubt eine Detektion von per- 
sistent infizierten BVD Kalbern und ermoglicht dadurch, 
diese Here fruhzeitig und zuverlassig - vor der diagno- 
stischen Lucke - zu identifizieren und durch Entfernung 
aus den Herden eine Sanierung dieser Herden - und bei 
populationsweitem Einsatz - eines ganzen Landes zu 
erreichen. 

Beispiel 2: 

Gewinnung von vitalen Zellen mittels Typi-Fix-Proben- 
sammelbehaltern 



[0061] Zur Gewinnung von vitalen Zellen ist es not- 
wendig, die durch den Stanzvorgang erhaltene Gewe- 
beprobe in einem geeigneten Medium aufzunehmen. 
Dazu wurden sowohl der Sarnmelbehalter als auch die 
Hohlspitze von Gewebeprobenentnahmesystemen mit 
Zellkulturmedium gefullt und die Behalter dicht ver- 
schlossen. Als Medium wurde TL Hepes mit BSA, das 
Penicillin G (0,0325g/l) enthielt, dem Gentamicin (0,025 
g/l) zugemischt wurde, verwendet. 
[0062] Mit Medium gefullte Sarnmelbehalter wurden 
verwendet, urn von Rindern und Schafen Proben zu 
sammeln und ins Labor zu transportieren. Dort wurden 
die Proben aus den Sammelbehaltern entnommen und 
nach bekannten Verfahren eine Zellkultur angelegt. Die 
in der Zellkultur wachsenden Fibroblasten wurden dazu 
verwendet, urn uber Nukleustransfer eine Klonierung 
durchzufuhren. Nach Transfer der derart aus den kon- 
servierten Proben klonierten Zellen enstanden Gravidi- 
taten und Nachkommen, wobei das in der EP 98 907 
950.4 offenbarte Verfahren, die hier unter Bezugnahme 
mit aufgenornmen wird, eingesetzt wurde. so 



Mittel gegen RNS-abbauende Enzymen vorgese- 
hen sind. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1 , wobei das Mittel vor 
5 RNS-abbauenden Enzymen in dem Probensam- 
melbehalter in einer Einrichtung bereitgestellt ist, 
die am Boden des Probensammelbehalters ange- 
ordnet ist. 

10 3. Vorrichtung nach Anspruch 2, wobei die Einrichtung 
eine Membran ist, durch die das Mittel zum Schutz 
vor RNS-abauenden Enzymen am Boden des Pro- 
bensammelbehalters gehalten wird, oder ein poro- 
ser Trager. 
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30 



4. Vorrichtung nach Anspruch 3, wobei der porose 
Trager ein Schwamm ist. 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei das Probengewinnungsmittel mit 
dem Mittel zum Schutz vor RNS-abbauenden En- 
zymen beschichtet ist oder einen Hohlraum auf- 
weist, in dem das Mittel zum Schutz vor RNS-ab- 
bauenden Enzymen vorgesehen ist und der von der 
Umgebung durch eine Membran abgetrennt ist. 

6. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei das Mittel zum Schutz vor RNS-ab- 
bauenden Enzymen DEPC, Guanidiniumhydro- 
chlorid, Trizol oder RNAIater ist. 

7. Verfahren zum Nachweis eines Befalls eines Indi- 
viduums mit RNS-Viren, wobei von dem zu unter- 
suchenden Individuum mittels einer Vorrichtung 
nach einem der Anspruche 1 bis 6 eine biologische 
Probe genommen wird, und die biologische Probe 
auf die Anwesenheit von RNS-Viren untersucht 
wird. 



40 8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das RNS-Virus 
BVD, PRRS, TGE ist. 



9. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der An- 
sprtiche 1 bis 6, zur Durchmusterung von Tieren auf 
RNS-Viren. 



35 



45 



10. Verwendung nach Anspruch 9, wobei das RNS-Vi- 
. rus BVD, PRRS, TGE ist. 



i 
i 



Patentanspruche 

1. Vorrichtung zur Gewinnung von biologischen Pro- 
ben, umfassend einen Probensammelbehalter und 
ein Probengewinnungsmittel, wobei in dem Proben- 
sammelbehalter und dem Probengewinnungsmittel 
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